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研究成果の概要（和文）：細胞は、核酸やタンパク質をはじめとした生体分子を局所に濃縮することで核内に多
様な微小環境を作り出し、転写をはじめとした細胞の基本機能を制御する。しかし、関連分子の空間的な制御
や、ポリマーとしての物性を持つクロマチンの動態はほとんど明らかとなっていないため、いかにこれらの生化
学的な反応が適正にそして効率的に進むのかについての説明は未だ得られていない。本研究では、SAF-A/RNA複
合体がつくりだす局所の環境の生物物理学的な性質に着目し、その役割をクロマチンの構造制御や転写の調節に
位置付けて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cells create diverse microenvironments within the nucleus by concentrating 
molecules, thereby regulating fundamental cellular functions such as transcription. However, due to 
limited understanding of the spatial control of related molecules and the dynamics of chromatin 
polymer, it remains enigmatic how these biochemical reactions proceed appropriately and efficiently.
 To address this question, we have investigated the morphology and structural properties of the 
dynamic mesh formed by nuclear RNA and SAF-A (scaffold attachment factor A, or hnRNP U), as well as 
its mechanistic role in modulating chromatin decompaction. We reveal a novel mechanism whereby newly
 synthesized RNA interacts with SAF-A, forming an interconnected supramolecular network degraded by 
the exonuclease XRN2, leading to dynamic cycles of gelation and fluidization. This network decreases
 protein mobility and regulates chromatin compaction by modulating local viscosity, thereby opening 
transcriptionally active regions.

研究分野：クロマチン構造

キーワード： クロマチン　超解像顕微鏡　RNA　転写　SAF-A

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、転写が誘導するSAF-A/RNAの構造体の形成によって、その局所に粘性がもたらされ、また一方で
XRN2が備えるRNAの分解活性により、SAF-A/RNA構造体が破壊される、というダイナミックなサイクルの存在が明
らかとなった。本研究成果は、細胞核内の分子の流動性を制御する分子メカニズムの一端を示すともに、SAF-A
の遺伝子変異が同定されている神経変性疾患の細胞病態を理解する新たな視点を提供することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
（1）   細胞は核内において、核酸やタンパク質をはじめとした生体分子を濃縮した多様な微小
環境を形成することで、転写、DNA 複製・修復、そして染色体分配といった細胞の基本
機能を担う生化学的な反応を進めている。核内を構成する分子群やシグナル分子はほぼ出

揃い、それらの持つ機能やシグナルカスケードは明らかとなってきた。しかし、それらが

集合することでどのような生物物理学的な性質をもった微小環境が作り出されるのか、そ

してそれらがクロマチン機能にいかなる役割を果たすのかについては、不明な点が多い。 
 
（2）   かつて、クロマチン機能の制御機構を説明するための仮説として、核マトリクスと呼ば
れる安定な構造体が、染色体を裏打ちし、生化学的な反応の足場として機能するというモ

デルが提唱された。核マトリクスを構成する分子は、20種類以上からなる hnRNPファミ
リーをはじめとした RNA結合タンパク質群と、RNAであるとされた。しかし、当時の研
究において、生細胞内に安定な構造体としての核マトリックスの存在が確認されなかった

こと、またクロマチンの振る舞いがダイナミックであったことから、クロマチン構造の制

御メカニズムや、生物学的反応の場の形成原理の理解に新たな解釈が必要とされていた。 
 
（3）   研究代表者の野澤は、これまでに、hnRNPファミリーの 1つであり、また核マトリクス
の主要な構成因子として同定された SAF-A（scaffold attachment factor A）/ hnRNP Uに着目
し、転写に伴ってクロマチン構造が緩む（＝脱凝縮する）メカニズムの一端を明らかにし

た（Nozawa et al. 2017, Cell）。そのメカニズムとは、SAF-Aが、自身 ATPaseドメインによ
る ATPとの結合と、転写によ
って産生された RNA との結
合によりオリゴマーを形成

し、その SAF-A オリゴマー
が転写活性領域のクロマチ

ン構造を脱凝縮させるとい

うものである（図）。 
 

（4）   さらなる解析から、SAF-A と RNA との複合体は、
線維状の形態であることが見出された。この観察結果

から、実際の核内では、SAF-A/RNA複合体は網目状の
構造体を形成し、ゲルのように振る舞うことが予測さ

れ、クロマチンの緩んだ構造は SAF-A/RNA 複合体に
よって作りだされた粘度の高い局所環境によって保持

されることが想定された（Nozawa and Gilbert. 2019, 
Trends Cell Biol. 図） 

 
（5）   多様なクロマチン機能が適正に働くためには、その
局所に生化学的な反応の進行に必要な分子が濃縮され

た場がつくり出されることが必要である。それを可能

とするためには、その反応が進むのに適したクロマチンの可塑性、および周囲に作り出さ

れるマトリクスの流動性が必要であると考えられる。したがって、「クロマチン機能の発

現・制御に、クロマチンの周囲にどのような場が形成されて、それが転写をはじめとした

クロマチン機能に対してどのような役割を持つのか」を明らかにすることは、クロマチン

機能の制御メカニズムを本質的に理解するための重要な課題であると考えられる。 
  



２．研究の目的 
 
これまでの研究代表者による研究から、SAF-Aが RNAとともに複合体を形成し、クロマ
チンの弛緩した状態を維持する役割を果たすことを見出した。続く解析より、SAF-A/RNA複
合体は、線維状の形態であることが明らかとなり、実際の核内では、線維状の複合体が集合

することで網目状の構造体を形成し、ゲルのように振る舞うことが予想された。そこで本研

究課題では、SAF-A/RNA複合体が形成する構造体に着目し、それらによってどのような性質
をもつ微小環境が転写活性なクロマチン領域の周囲に作り出されるのか、そしてその場がい

かに転写の維持・制御に寄与するのかを解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1） 超解像顕微鏡 STORMを用いた SAF-A/RNA複合体がつくる構造体の可視化 
 細胞核内で SAF-A/RNA 複合体がいかなる構造体を形成するのかを検討する目的で、検出
した分子の XYZ座標情報を抽出することができる、超解像顕微鏡 STORM（Stochastic Optical 
Reconstruction Microscopy）により、SAF-A/RNA複合体を可視化し、その形態やネットワーク
形成を定量的に評価する。RNA の可視化は、ウリジンのアナログである 5EU を細胞に処理
し、新規合成 RNAに取り込ませ、クリックケミストリーにより蛍光標識する。ネットワーク
形成については、研究代表者が以前所属していた研究室で SAF-Aをモデルに開発された、タ
ンパク質が形成するクラスターの結合性を定量的に評価する SuperStructure アルゴリズムを
活用する（Marenda et al 2021 J. Cell Biol.）。 

 
（2） SAF-A/RNA構造体が局所に誘導する粘性の解析 
細胞核内の粘性を計測するために、細胞内に発現させた 1、2、3、5 量体の GFP タンパク
質の動態を FCS（Fluorescence correlation spectroscopy）を用いて計測し、細胞核内の粘性の指
標とする。SAF-A/RNA複合体によって誘導される局所の粘性を解析する。RNAiにより SAF-
A をノックダウンした時の GFP 分子の動態と比較することで、SAF-A/RNA 構造体が細胞核
内に誘導する局所の粘性を検討する。加えて、SAF-A 自身の動態を計測することで、SAF-
A/RNA複合体がつくる構造体の形成動態を解析する。 

 
（3） SAF-A/RNA構造体の形成を制御する因子の同定 

  SAF-A/RNA 構造体の形成がいかに制御されているのかを検討する目的で、BioID2
（proximity-dependent biotin identification 2）を用いて、SAF-A/RNA複合体に対して空間的に
近位の分子について網羅的な同定を試みる。具体的には、ビオチンライゲース活性を持つ

BioID2タグを SAF-Aの N末端に付加し、細胞に発現させることで SAF-Aの周囲の分子をビ
オチン標識し、ビオチン化された分子をストレプトアビジンによって精製し、それらを質量

分析器により解析する。 
 
（4） SAF-A/RNA構造体によって制御されるクロマチン動態の解析 
 SAF-A/RNA構造体が、転写活性領域におけるクロマチンの弛緩した状態を誘導するかどう
かを明らかにするために、SAF-A/RNA 構造体の形成を制御する XRN2 の機能阻害とクロマ
チンの構造解析と組み合わせて検討する。クロマチン構造の解析には、標的クロマチン領域

全体を蛍光標識する手法である Oligopoint DNA-FISH（fluorescence in situ hybridization）法を
用いる。標的としたヒト 11 番染色体の転写の程度が高・中・低の 2Mb のゲノム領域のそれ
ぞれ（11q13.1: 64500000-66500000、11p15.1: 17000000-19000000、11p14.1:29500000-31500000）
に対して、DNA oligoを 1Kbあたり平均 10個の密度で設計し、それらに蛍光分子である Cy3
を付加する。これらの Oligopaint プローブをゲノム DNA に対してハイブリダイズすること
で、標的クロマチン領域を蛍光標識する。 

 

 



４．研究成果 
 
(1) SAF-Aと RNAがつくる構造体について 
① 超解像顕微鏡 STORMを用いて、SAF-Aは細胞核内において直径約 100 nmのクラスタ
ーを形成することを見出した。 
② 細胞内で新規に合成された RNAが形成するクラスターの結合性を経時的に解析したと
ころ、転写後 30分で最大となり、そのときの RNAクラスターは SAF-Aクラスターと
高頻度で共局在した。 
③ 転写阻害剤を用いた解析により、SAF-Aのクラスターどうしが RNA依存的に結合しネ
ットワークを形成することが見出された。 
これらの観察結果より、細胞核内において SAF-Aと Nascent RNAとが、転写に依存して網
目状の構造体を形成することが見出された（図）。 
 
 
 
 
 

 
(2) SAF-A/RNA構造体が細胞核の局所に誘導する粘性について 
① 細胞核内に発現させた 1、2、3、5 量体の GFP タンパク質のそれぞれの動態を FCS 解
析によって解析したところ、分子動態を示す拡散係数の値は、分子のサイズが大きくな

るにつれて低下した。この結果から、大きい分子ほど細胞核内での拡散が遅いことを確

認できた。 
② RNAiにより SAF-Aを機能阻害した時の、1、2、3、5量体 GFPタンパク質の細胞核内
における動態をそれぞれ解析したところ、拡散係数が有意に増加した。SAF-A の機能
阻害により細胞核内の局所の粘性が低下したと考えられた。 
これらより、SAF-A/RNA 構造体は分子の流動性が低い（=粘性が高い）微小環境を誘導す
ることが明らかとなった。 

 
(3) SAF-A/RNA構造体の形成を制御する因子の同定について 
① BioID2 タグを用いた近接ビオチン標識法により、SAF-A に近接するタンパク質を網羅
的に同定したところ、同定されたタンパク質の 1 つとして、RNA の分解活性を持つ
Exoribonuclease 2 （XRN2）が見出された。 
② RNAi により XRN2 を機能阻害すると、核内の RNA が
蓄積し、SAF-Aのクラスター形成や、SAF-A/RNAクラ
スターのネットワーク形成が亢進した。 
③ XRN2 を機能阻害した時の、1、2、3、5 量体 GFP タン
パク質の細胞核内における動態をそれぞれ解析したと

ころ、拡散係数が有意に低下した。 
これらの結果から、XRN2は RNAを分解することで、SAF- 
A/RNA構造体の形成を負に制御すると考えられた（図）。 
 

(4) SAF-A/RNA構造体がつくりだす微小環境が誘導するクロマチン構造の動態について 
① クロマチンのポリマーモデリング解析を用いて、SAF-Aが RNAに依存した複合体形成
を再現したところ、RNA濃度が高い転写活性領域において、SAF-Aがクロマチンポリ
マーの自発的な凝縮を抑制することでその弛緩した状態を維持するというというシミ

ュレーション結果を得た。加えて、その効果は転写活性に依存して大きくなった。 
② 転写活性が高・中・低の 2Mb のクロマチン領域を Oligopaint DNA-FISH により可視化
し、それらの体積を定量した。その結果、転写活性が高くなるに伴い、クロマチンがよ

り弛緩して観察され、また転写阻害するとどのクロマチン領域も同程度まで収縮した。 



③ XRN2をノックダウンし SAF-A/RNA構造体が安定化した状態で、クロマチン構造の解
析を行ったところ、転写阻害によるクロマチンの凝縮は有意に抑制された。 
これらの解析から、SAF-A/RNA構造体がクロマチン構造の弛緩した状態を維持するという
仮説を、シミュレーション解析と細胞生物学的解析の双方向から検証することができた。 
 

(5) 得られた成果の位置付けと今後の展望 
本研究から、SAF-Aは Nascent RNAととも
に、細胞核内において粘性の高いゲルの性質

をもつ超分子構造体を形成することが明ら

かとなった。この SAF-A/RNAがつくりだす
微小環境は、その粘性によって、転写因子の

捕捉や、転写活性なクロマチン領域の構造制

御・維持に機能することが考えられる（図）。

また、XRN2 によって分解された RNA 由来
のヌクレオチドが、転写反応に再利用される可能性が考えられ、SAF-A/RNA 構造体を介し
た新たな転写制御経路の存在が想起される。RNA の分解はまた、細胞核全体が分子の拡散
や輸送の妨げとなるようなゲルの硬化を抑制するとともに、RNA のターンオーバーによっ
て SAF-A/RNA構造体が「流動する」性質を保つためにも必要である。近年、神経変性疾患
で SAF-A遺伝子の変異が同定されている（Yates et al 2017 Am. J. Med. Genet. A.; Bramswig et 
al 2017 Hum. Genet.; Leduc et al 2017 Am. J. Med. Genet. A.）。本研究成果を踏まえると、SAF-
Aの機能不全が細胞核内の流動性の低下を引き起こし、その結果、細胞機能の破綻を誘導し
ている可能性が考えられる。実際にこういった疾患では、RNA 結合タンパク質である FUS
などの凝集体形成がよく観察されている。本研究から見出された新たな視点である微小環境

の性質やその変化について着眼することで、神経変性疾患をはじめとした細胞病態の理解に

つながる突破口が見出されることが期待される。 
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